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(57) Abstract 



The invention relates to protease with two aspartate radicals in a catalytically active structure, a first aspartate radical being in a 
sequence X,GX 2 GD and a second aspartate radical being in a sequence X3X4DX5, X|, X 2 , X 3 and X 5 being selected independently of each 
other from the following: Ala, Val, Leu, Met and He; and X 4 being an aromatic amino acid. The sequences X1GX2GD and X3X4DX5 lie 
in a transmembrane region. 

(57) Zusammenfassung 

Protease mit zwei Aspartatresten in einer katalytisch aktiven Struktur, wobei ein erster Aspartatrest in einem Motiv XiGX 2 GD liegt 
und ein zweiter Aspartatrest in einem Motiv X3X4DX5 liegt, wobei Xi, X 2 , X 3 und X5 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus Ala 
Val, Leu, Met und He und X 4 eine aromatische Aminosaure ist, und die Motive X1GX2GD und X 3 X4DXi,5 ? in einer Transmembranreeion 
liegen. 
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Protease 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind eine Protease, Nucleinsauren 
kodierend fur die Protease sowie die damit in Verbindung stehenden Inhi- 
bitoren, Antikorper, Arznei- und Diagnostikmittel. 

Die vorliegende Erfindung stellt eine Protease mit zwei Aspartatresten in 
einer katalytisch aktiven Struktur, wobei ein erster Aspartatrest in einem 
Motiv XjGXzGD liegt und ein zweiter Aspartatrest in einem Motiv X 3 X 4 DX 5 
liegt, wobei X x , X 2 , X 3 und X 5 unabhangig voneinander ausgewahlt wer- 
den aus Ala, Val, Leu, Met und He und X 4 eine aromatische Aminosaure 
ist, und die Motive XiGX 2 GD und X 3 X 4 DX 5 in einer Transmembranregion 
liegen, zur Verfugung. Fur die Motive wurde der Einbuchstabencode der 
Aminosauren verwendet, d.h. D = Asp, G = Gly usw. 

Solche Proteasen sind mit hoher Wahrscheinlichkeit an der Spaltung des 
Amyloid Precursor Proteins (APP) beteiligt. In einer Ausfuhrungsform der 
Erfindung stellt die erfindungsgemaBe Protease die bisher nicht identifi- 
zierte y-Secretase dar, die an der Prozessierung des APP zu den als Ap 
bezeichneten Amyloidpeptiden beteiligt ist. 

Ein Uberblick uber die Rolle der r Secretasen bei der Entstehung der Alz- 
heimerschen Erkrankung geben S.L. Ross et al. in J. of Biol. Chem. 273 
(1998), 15309-15312. 

Bevorzugte Proteasen der vorliegenden Erfindung weisen zusatzlich eine 
Sequenz PALX 5 YX 7 V auf, wobei X 6 und X 7 unabhangig voneinander die 
gleiche Bedeutung haben wie Xi. Es wird jedoch bevorzugt, dass X 6 und 
X 7 Leucin oder Isoleucin sind. 
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Insbesondere handelt es sich bei den Proteasen um Proteasen von Sau- 
getieren, insbesondere von Menschen. 

Die erfindungsgemaBen Proteasen weisen bevorzugt katalytisch aktive 
Aspartatreste in einer Region auf, die innerhalb eines Transmembranbe- 
reichs liegt. Transmembranbereiche lassen sich bei Kenntnis der Sequenz 
eines Proteins aufgrund verschiedener Modelle vorhersagen. Sie sind 
dadurch gekennzeichnet, dass in einem Bereich uberwiegend hydrophobe 
Aminosauren liegen, die von Bereichen flankiert werden, in denen eher 
hydrophile Aminosauren liegen. 

Ein Aspartat in einer Transmembranregion lasst sich beispielsweise durch 
Anwendung des Programms „GREASE" nachweisen, das Teil des FASTA 
2.0 Programmpaketes ist. Bei einer Fensterbreite von 17 muss mit Hilfe 
dieses Programms ein Hydrophobizitatswert von mindestens 80 fur das 
Aspartat berechnet werden. Das FASTA-Programmpaket ist beschrieben 
in W. R. Pearson and D. J. Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85 
(1988) 2444-2448. Das Programm GREASE benutzt den Kyte/Doolittle 
Algorithmus, beschrieben in J. Kyte and R. F. Doolittle, J. Mol. Biol. 157 
(1982) 105-132. 

Besonders bevorzugte Proteasen der vorliegenden Erfindung werden als 
psl 1 - 5 bezeichnet (humane psl 1 - 5: SEQ ID No. 1 bis 4 + 19, murine 
psl 2 - 4: SEQ ID No. 5 - 7, sacc. cerevisiae psl 3: SEQ ID No. 8, humane 
psl2L SEQ ID No. 18). 



Weiterhin sind Varianten der erfindungsgemaBen Proteasen Gegenstand 
der Erfindung. Varianten sind Proteine, die durch einen oder mehrere 
Mutationen, Insertionen und Deletionen, insbesondere durch konservative 
Austausche, von den erfindungsgemaBen Proteasen abgeleitet sind, ins- 
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besondere N- oder C-terminal verkiirzte Oder verlangerte Formen. 

Auch Nucleinsauren, die fur die erfindungsgemaBen Proteasen kodieren, 
sind Gegenstand der Erfindung. Bevorzugte erfindungsgemaBe Nuclein- 
sauren sind solche mit der SEQ ID No. 9-17 + 20 (human psl 1 - 5: SEQ 
ID No. 9 - 12 + 20, murine psl 2 - 4: SEQ ID No. 13 - 15, sacc. cerevisi- 
ae psl 3: SEQ ID No. 16, humane psl2L SEQ ID No. 17). Auch komple- 
mentare Nucleinsauren sind Bestandteil der Erfindung. 

Die erfindungsgemaBen Proteasen sind an der Spaltung des APP zum Ap 
beteiligt und sind damit indirekt an der Entstehung beispielsweise der 
Alzheimerschen Erkrankung beteiligt. Daher sind auch Inhibitoren, die die 
Expression oder die Aktivitat der Proteasen hemmen, Gegenstand der 
Erfindung. Solche Inhibitoren konnen in einfachen Verfahren identifiziert 
werden. Entsprechende Inhibitoren konnen beispielsweise durch Messung 
der Expression oder der Aktivitat der Proteasen in Gegenwart von poten- 
tiellen Inhibitoren identifiziert werden. Insbesondere zur Messung der 
Expression eignen sich gegen die Aspartatprotesasen gerichtete Antikor- 
per, die somit ebenfalls Bestandteil der Erfindung sind. 

Die erfindungsgemaBen Aspartatproteasen sind auch an der Spaltung 
anderer Transmembranproteine beteiligt, insbesondere des Rezeptor- 
protein Notch und verwandter Proteine, die in der Entwicklung des Ner- 
vensystems eine Rolle spielen. 

Die proteolytische Spaltungen im Inneren von Membranen ist auch an 
anderen wichtigen Prozessen beteiligt, z.B.: 

• Proteolytischer Abbau von N-terminalen Signalpeptiden nach deren 
Abspaltung durch die Signalpeptidase. 
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. Proteolytischer Abbau von C-terminalen Propeptides wie sie durch 
transamidase-katalysierte Abspaltung bei der posttranslationalen GPI- 
Verankerung von Proteinen entstehen. 

• Generierung von Peptiden fur die Presentation durch Histokompatibi- 
litats-Komplex Molekiile vom Typ I und II. Bei loslichen Proteinen 
werden solch Peptide vornehmlich durch das Proteasom gebildet. Es 
entstehen jedoch auch Peptide aus Transmembranregionen von Pro- 
teinen, wie sie nur durch eine Spaltung im Inneren der Membran er- 
klart werden konnen. 

• Proteolytische Spaltung des ER-Stress Sensorproteins Irel. Das en- 
doplasmatische Retikulum besitzt einen Mechanismus, der die Akku- 
mulation von nicht-gefalteten oder falsch-gefalteten Proteinen detek- 
tiert und ein Signal in den Zellkem sendet. Dieser Mechanismus wird 
"Unfolded Protein Response" oder UPR genannt, und fiihrt zur ver- 
mehrten Bildung von Proteinen, die die Faltung erleichtern. Im Sau- 
ger gibt es zwei Sensor-Proteine (Irelalpha und Irelbeta), die auf 
Faltungsdefekte reagieren und dann innerhalb der Membran proteoly- 
tisch gespalten werden. 

Durch Einsatz der erfindungsgemaBen Protease bzw. deren Inhibitoren 
lassen sich die genannten Prozesse therapeutisch beeinflussen. 

Hierfur eignen sich insbesondere Zell-Linien, die keine der erfindungsge- 
maBen Proteasen oder Nukleinsauren exprimieren und bevorzugt auch 
keine homologen Proteasen oder Nukleinsauren enthalten. Mit diesen laBt 
sich bevorzugt gemaB dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren die 
Aktivitat der Proteasen testen bzw. Inhibitoren gemaB dem Beispiel 2 
ermitteln. Besonders geeignet hierfur ist Saccharomyces cerevisiae. In 



WO 00/43505 PCT/EPOO/00390 

- 5 - 

Kenntnis der entsprechenden Protease bzw. der kodierenden Nuklein- 
saure (SEQ ID No. 8 und 16) lassen sich nach bekannten Methoden Hefe- 
stamme herstellen, die dieses Protein bzw. die Nukleinsaure nicht mehr 
enthalten. Sie eignen sich daher bevorzugt als Expressionssystem zur 
Charakterisierung der erfindungsgemaBen Aspartatproteasen bzw. zur 
Identifizierung von geeigneten Inhibitoren. Entsprechende Zellinien, be- 
vorzugt Hefezell-Linien sowie die Verwendung des Proteins mit der SEQ 
ID No. 8 als Aspartatprotease und der Nukleinsaure mit der SEQ ID No. 
16 zur Expression einer Protease sind daher ebenfalls Gegenstand der 
Erfindung. 

Die erfindungsgemaBen Proteasen, Nucleinsauren, Inhibitoren und Anti- 
korper konnen in Arznei- und Diagnostikmitteln enthalten sein. Sie eignen 
sich insbesondere zur Behandlung Oder Diagnose von Erkrankungen, die 
mit der Spaltung des Amyloid Precursor Proteins ursachlich verbunden 
sind, insbesondere der Alzheimerschen Erkrankung. 

Beispiel 1: 
y-Sekretase Assay 

Die putativen y-Sekretasen werden stabil oder transient in cos-7 Zellen 
transfiziert, die zusatzlich SpA4CT (Signalpeptid fusioniert an BA4 ge- 
folgt vom APP C-Terminus) stabil exprimieren. y -Sekretase Aktivitat ist 
in diesem System erkennbar durch die Generierung eines 4,6 KDa gro- 
Ben Peptides bzw. durch das Verschwinden der 11 KDa Bande des voll- 
standigen SpA4CT. Bei Vorliegen der pathologist relevanten r 
Sekretase sollten beide Fragmente im Inneren der Zelle zu detektieren 
sein. Im Uberstand der Zellen ist immer BA4 zu finden, das durch eine 
endogene plasmamembran-standige y-Sekretase Aktivitat generiert 
wird, die jedoch bei der Pathogenese von Alzheimer keine Rolle spielt. 
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Die transfizierten Zellen werden dreimal mit kaltem DMEM gewaschen 
und nachfolgend auf Eis mit einem Zellschaber geerntet. Die Zellen (ca. 
5X10 6 Zellen) werden durch Zentrifugation gesammelt und In 1 ml Ly- 
sis-Puffer (150 mM NaCI, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1% NP-40, 1% Triton - 
x-100, 2 mM EDTA) lysiert. Die Kerne werden bei 11 000 g abzentrifu- 
giert. Der Uberstand wird einer Immunprazipitation unterworfen. Hierzu 
werden 1 ml des Zellysates mit 2 ug/ml W02 Immunglobulin (anti-6A4 
Antikorper ) versetzt und 0,5 h bei 4°C uber Kopf geschiittelt. Nachfol- 
gend werden 20 ul Protein-G Sepharose Suspension (1:1) hinzugeben 
und 5 h bei 4°C iiber Kopf geschiittelt. Die Protein-G Sepharose wird 
konsekutiv je zwei mal mit den Puffern A, B und C (A: 150 mM NaCI, 10 
mM Tris-HCI pH 7.5, 0.2% NP-40, 2 mM EDTA; B: 500 mM NaCI, 10 mM 
Tris-HCI pH 7.5, 0.2% NP-40, 2 mM EDTA; C: 10 mM Tris-HCI pH 7.5) 
gewaschen, mit 20 pi 3X Probenpuffer versetzt, auf 95°C erhitzt und 
der Uberstand auf ein 12% Tris-Tricine Gel aufgetragen. Nach der gele- 
lektrophoretischen GroBenfraktionierung werden die Proteine auf eine 
PVDF-Membran transferiert und nachfolgend mit einem antl-SA4 Anti- 
korper nachgewiesen. 



Beisoiel 2: 

Identifizierung eines y-Sekretase Inhibitors 



Zur Identifizierung eines Inhibitors der pathologisch relevanten y- 
Sekretase wird das Enzym nach der obigen Vorschrift in cos-7 Zellen 
mit SpA4CT coexprimiert. Die Zellen werden in geeigneter Weise mit 
der zu untersuchenden Substanz in Kontakt gebracht (in Gegenwart 
Oder Abwesenheit von membran-permeabilisierenden Agentien). An- 
schlieBend wird das intrazellular gebildete 6A4 wie oben beschrieben 
nachgewiesen. Eine Verringerung der gebildeten Menge 8A4 lasst auf 
eine Wirksamkeit der Substanz als y-Sekretase Inhibitor schlieBen. 
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1. Protease mit zwei Aspartatresten in einer katalytisch aktiven Struktur, 
wobei ein erster Aspartatrest in einem Motiv X^XzGD liegt und ein 
zweiter Aspartatrest in einem Motiv X 3 X 4 DX 5 liegt, wobei X u X 2/ X 3 
und X 5 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus Ala, Val, Leu, 
Met und He und X 4 eine aromatische Aminosaure ist, und die Motive 
X1GX2GD und X3X4DX5 in einer Transmembranregion liegen. 

2. Protease nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Protea- 
se die Sequenz PALX 6 YX 7 V aufweist, wobei X 6 und X 7 unabhangig 
voneinander die gleiche Bedeutung haben wie X x und bevorzugt Leu 
oder He sind, 

3. Protease nach einem der Anspruche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Protease eine der Sequenzen SEQ ID No. 1 - 8 und 18, 19 
aufweist. 

4. Nucleinsauren kodierend fur eine Protease nach mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 3, bevorzugt mit der SEQ ID No. 9 - 17 oder 20. 

5. Inhibitoren, dadurch gekennzeichnet, dass sie die Expression oder 
Aktivitat der Protease nach einem der Anspruche 1 bis 3 hemmen. 

6. Antikorper, gerichtet gegen Proteasen nach einem der Anspruche 1 
bis 3. 



7. 



Verfahren zur Identifizierung von Inhibitoren, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Aktivitat der Proteasen nach einem der Anspruche 1 bis 
3 in Gegenwart von potentiellen Inhibitoren gemessen wird. 
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. Arzrteimittel Oder Diagnostikmittel enthaltend eine Protease nach 
einem der Anspruche 1 bis 3, eine Nucleinsaure nach Anspruch 4, ei- 
nen Inhibitor nach Anspruch 5 und/oder einen Antikorper nach An- 
spruch 6. 

Verwendung des Arzneimittels Oder Diagnostikmittels nach Anspruch 
8 zur Diagnose Oder Behandlung von Erkrankungen, die mit der 
Spaltung des Amyloid Precursor Proteins ursachlich verbunden sind, 
insbesondere der Alzheimerschen Erkrankung. 

). Verwendung des Arzneimittels Oder Diagnostikmittels nach Anspruch 
8 zur Diagnose oder Behandlung von Erkrankungen, die mit einem 
gestorten Abbau von hydrophoben Signalpeptiden ursachlich verbun- 
den sind. 

. Verwendung des Arzneimittels oder Diagnostikmittels nach Anspruch 
8 zur Diagnose oder Behandlung von Erkrankungen, die ursachlich 
mit der Akkumulation von ungefalteten Proteinen im Endoplasmati- 
schen Retikulum verbunden sind. 

Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 8 zur Beeinflussung der 
Presentation von hydrophoben Peptiden durch Histokompatibilitats- 
Komplex Molekule bei Zustanden wie virale Infektion, Krebs oder ei- 
ner AbstoBungsreaktion nach Transplantation. 

Zell-Linie, dadurch gekennzeichnet, dass die Zell-Linie keine Protease 
gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 3 exprimiert und/oder 
keine Nukleinsaure nach Anspruch 4 enthalt. 



